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脳微小透析法（Brain　Microdialysis法）を用いたL－threo－3，
4－dihydroxyphenylserine（L－threo－DOPS）のラット線条体
　　　　　　　　におけるAcetylcholine放出に及ぼす影響の検討
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Effect　of　L－Threo－3，　4－Dihydroxyphenylserine（L－Threo－DOPS）
　　　　　on　Acetylcholine　Release　in　Rat　Striatum　Evaluated
　　　　　　　　　　　　　　　　　　by　Brain　Microdialysis
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　　The　effect　of　L－threo－3，4－dihydroxyphenylserine（レthreo－DOPS）on　the　release　of　acetyl－
choline　（ACh）　in　striatum　was　studied　in　vivo　using　the　method　of　microdialysis．　Under　light
anesthesia　L－threo－DOPS　was　injected　into　the　peritoneal　cavity　of　rats　at　doses　of　10　mg／kg，　50
mg／kg　and　100　mg／kg，　respectively．　The　ACh　concentration　in　striatum　started　to　decrease　at　30－
60　minutes　after　the　injection　of　L－threo－DOPS，　reached　nadir　at　120　minutes　（approximately　170／o
decrease　with　10　mg／kgレthreo－DOPS　and　27－30％with　50　mg／kg　and　100　mg／kg　in　comparison　to
the　control），　and　then　recovered　to　the　control　level　by　180　minutes．　The　choline　（Ch）　level　in
striatum　was　similar　among　the　three　dosage　groups．　The　concentration　of　norepinephrine　（NE）　in
striatum　increased　from　60－120　minutes　after　the　injection　of　L－threo－DOPS　in　doses　of　50　mg／kg
and　100　mg／kg　（approximately　73－89％　at　120　minutes　in　comparison　to　the　control）　and　then
started　to　decrease，　although　the　NE　level　at　180　minutes　was　still　71－720／o　higher　than　the　control．
It　was　suggested　thatレthreo－DOPS，　which　is　transported　to　the　brain　from　the　periphery，　may　tend
to　suppress　ACh　release　by　inhibiting　ACh－related　nerves　and　accelerating　the　NE　release　in
striatum．
緒 言
　DOPS　（3，4－dihydroxyphenylserine）　は3，4－
dihydroxyphenylalanine（DOPA）のβ位が水酸化
された中性アミノ酸で1919年最初に合成され，また
1948年には芳香族L一アミノ酸脱炭酸酵素（AADC）
により脱炭酸されdopamine（DA）を経由せずに
norepinephrine（NE）に変換されることが報告され
た1）．DOPSには4種の異性体（L－threo，　D－threo，
L－erythro，　D－erythro）が存在するが，臨床的に用
（1994年12月1日受付，1995年1月6日受理）
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いられているのは主にL－threo－DOPSであり，鈴木
ら2）により家族性アミロイドポリニューロパチーに
おける低血圧，楢林ら3）により純粋無動症やパーキ
ンソン病のすくみ現象に有用であることが報告され
臨床で用いられている．
　しかし，中枢神経系におけるL－threo－DOPSの生
化学的，薬理学的作用については未だ明確な見解が
なされていないのが現状であり，とりわけ：L－threo
－DOPSの中枢神経系におけるACh系への影響に
関しては殆ど報告がない．そこで今回我々は，浅麻
酔下ラットを用いてL－threo－DOPSを腹腔内投与
し，線条体におけるACh，　Chの放出を脳微小透析
法4）（以下Microdialysis法）を用いて測定しその動
態を検討した．
実験材料と方法
　試薬についてはL－threo－DOPSは住友製薬より
提供を受け，その他の試薬は市販のものを使用した．
動物はWistar系雄性ラット（260　g～300　g）を使
用し，ラットの一群は7匹とした．ラットは実験に
使用するまで恒温飼育器（温度24±1℃，照射時間午
前8時～午後8時）の中で固形飼料と水を自由に摂
取させた．実験開始時刻は午前10時～11時と一定
にし，日内変動に伴う影響を極力なくすよう設定し
た．麻酔は21／min，0．7％halothane吸入麻酔の定
常流にて行った．ラットは脳固定装置　（CMA／090
BAS四丁）にて固定し，頭皮を切開し頭蓋骨を露出
させPaxinos　and　Watsonの図譜5）に準拠して
Bregmaより0．5mm前方，3．Omm側方の位置を
電動ドリルで穿孔，硬膜を切開，剥離し脳表を露出
した．その部位に出血がないことを確認し，23ゲー
ジの注射用針で数回切創を作り軟膜に小さな穴をあ
けた．そこに脳表が圧迫陥入しないように透析プロ
ーブ　（CMA／10　Microdialysis　Probe外径0．5
mm，長さ4mm）を脳表より垂直にゆっくりと6．7
mm挿入し，プローブの先端が線条体内に位置する
よう固定した（Fig．1）．灌旧臣はACh，　Ch測定に
は抗コリンエステラーゼ剤としてエゼリンを10
μM／m1を含んだりンゲル液を用いMicroinjector－
pump（CMA／100　BAS二四）にて2μ1／minの一定
の速度で別流，30分毎に検体60μ1を採取し，その
内20μ1を測定に使用した．NE測定には同様の方
法にて2μ1／minの流速でリンゲル液を灌流し，予
め物質の酸化分解を防ぐ為に0．02M酢酸15μ1の
入ったスピッツに60μ1ずつ回収した後，20μ1を分
析に使用した．薬物投与については今回，検体採取
開始後120分頃てACh，　Ch及びNEの濃度がほぼ
一定になることを確認した後，150分後に腹腔内投
与とした．尚，L－threo－DOPSは0．05　N塩酸に溶
解しACh，　Ch測定用には10，50，100　mg／kg及び
control（0．05　N塩酸）を腹腔内投与し，　NE測定は
50mg／kg，100　mg／kg及びcontrolで行った．　ACh
及びChの分析は，　ACh分析用電気化学検出器付高
速液体クロマトグラフィー（HPLC－ECD）にて採
取後速やかに行い定量した．カラムは，分離カラム
に逆相ODS（styrene　polymer　chromatographic
colum，　PLRP－S，2×110　mm，　BAS）及び酵素カラ
ム（2×7mm，　BAS）を用いた．分析条件は，流速
O．3　1／min，電圧＋450　mV，カラム温度30℃とし，移
動相は0．05Mリン酸バッファ0．5　mM　EDTA－2Na
pH　8．4　500　＃Ml－Octanesulfonateに調整した．　NE
の分析はmonoamine分析用HPLC－ECDにて行
い，分離カラムにBiophase　ODS－IV（3μm，110×4
mm，　BAS）を用いた．分析条件は流速0．7ml／min，
電圧700mV，カラム温度30℃とし，移動相は0．1　M
酒石酸0．1M　酢酸0．5mM　EDTA－2Na　pH3．2
650ptM　Sodium　1－Octanesulfonate　3．50／o
Acetonitrileに調整した．さらに各物質の濃度は，
実験前後に標準物質を灌流し回収率を求め，それに
より補正した．また，L－threo－DOPS投与後の各物
質の濃度変化を比べる上で腹腔内投与直前の値を
basal　level（100％）とし，それに対する変化率で比
較検討を行った．統計処理にはDunnett’s　Multiple
Comparison　Test－Non　Parametric一（両側検定）を
用いて各投与群とcontrol群を同一時間帯たおいて
それぞれ比較した．
　また実験中ラットの体温はtemperature　control
（CMA／150）により一定（37．5℃）に保ち，実験終了
後は速やかに断頭，全脳摘出しホルマリン固定にし，
プローブの先端が線条体に入っていることを確認し
た．
結 果
　（1）Ach濃度の変化：L－threo－DOPSを10　mg／
kg腹腔内投与したところ投与後90分より線条体の
ACh濃度は減少し始め，120分後に同時間のcon－
tro1と比べて約17％と最大に減少し，その後は増加
に転じ180分後にはほぼcontrol値まで回復してい
（2）
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Fig．　1　Schematic　illustration　of　the　location　of　the　microdialysis　probe．　The　drawings　are　taken　from　the
　　atlas　of　Paxinos　＆　Watson．　Stereotaxic　coordinates　for　pallidum　（from　bregma）　were：AP　十〇．5，
　　LAT　3．0，　HV－6．7mm
た．50mg／kg及び100　mg／kg投与した場合，30分
後よりAChは減少傾向がみられ，　controlに比べ
120分に最大約27～30％まで減少し，その後増加に
転じ180分でほぼcontro1値まで回復していた．50
mg／kg投与群では120分値で，100　mg／kg投与量
では90分，120分値でcontrolに比し有意な減少が
認められた．10mg／kg投与群に比べ50　mg／kg投
与群で減少の傾向が強いが，50mg／kgと100　mg／
kg投与群では両群間で殆ど差がみられなかった（以
上Fig．2）．
　（2）Ch濃度の変化：10，50，100　mg／kgいずれの
投与群においても線条体Ch濃度は投与前後で明ら
かな変化はみられなかった（Fig．3）．
　（3）NE濃度の変化：L－threo－DOPS　50　mg／kg
腹腔内投与にてcontro1に比し60分後約27％増加
し，120分後に最大約89％まで増加していた．その
後緩やかに減少傾向となるが，180分後ではなお
controlと比べて約71％増加していた．100　mg／kg
投与では，contro1に比し60分後約54％増加し，120
分後に最大73％増加，180分後でもまだcontrolと
比べ72％増加していた（Fig．4）．
　尚，contro1群では投与前後でACh，　Ch，　NEの
濃度に大きな変化はみられなかった（Fig，2，　Fig，3，
Fig．4）．これらの結果は，　L－threo－DOPS投与直前
の各物質の濃度を基準としてその変化率で示したも
のであり，実数値では個体差が大きくACh濃度は
減少傾向にあるものの明らかではなかった（Table
1）．
考 案
　L－threo－DOPSは，天然には存在しない化学合成
物であるが，体内にあるAADCにより生物活性の
あるNEに変換し，またNEの前駆体としてL－
DOPAと同様にBlood　Brain　Barrierを通過する
ことよりパーキンソン病のすくみ足，無動症に，ま
た末梢性にはアミロイドポリニューロパチーなどに
（3）
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Fig．　3　Effect　of　perfusion　of　L－threo－DOPS　on
　　Ch　release　in　striatum．　Values　are　indicated
　　as　means　±　SEM　of　7　animals．
おける起立性低血圧などに有用性が認められている
薬剤であるが，実際には中枢神経系での　L－threo－
DOPSの動態は不明なところが多い．
　パーキンソン病におけるカテコールアミン系の代
謝障害は，DA代謝の低下を中心とするが，　Hornyki－
ewicz6）や永津7）らにより脳内NE含量の低下，また
脳脊髄液中や脳組織での　dopamine一β一hydrox－
ylase活性の低下が指摘され，特に楢林ら3）はこれら
　　　　　60　　　　　　　　　120　　　　　　　　　180　　　皿血
Eg．　4　Cha ge　of　NE　release　striatum　after
　　intraperitoneal　administration　ofレthreo－
　　DOPS．　Differences　in　mean　values　were
　　compared　with　control　values　and　tested　for
　　significance　by　applying　the　Dunnett’s　Multi－
　　ple　Comparison　Test．
の変化がパーキンソン病の陳旧期においてより著明
であることを指摘した．そこで楢林らは二丁期に次
第に増悪してくるすくみ症状や無動，思うつ症状が
これらNE系の機能低下と関係があるのではない
かという仮説のもとD，　L－threo－DOPSの治療を開
始し，パーキンソン病のすくみ症状や純粋無動症と
いう病態に有効であることをみいだした．しかし，
D，L－threo－DOPSはAADCにより脱炭酸されL－
norepinephrineに変換されるが，その生成量が非常
に少ないこと8）やD，L－threo－DOPSがL－threo－
DOPSのNEへの変換を阻害する可能性がある9）こ
とより4種の光学異性体の中でL－threo－DOPSの
みがNE補充療法に使用されうると考えられてい
た．
　その後，本邦において異性体の分離技術の進歩に
よりし－threo－DOPSの大量合成が可能となり臨床
治療や研究が盛んに行われるようになった．現在ま
でのところNEの前駆体としてB．　B．　B．を通過し
中枢神経系にてNE系の活性を二進させる他，　DA
系やserotonin系にも関係しそれらを活性化させる
という報告が多いが，DA系に対し抑制的に働いて
いるとの報告もみうけられる10）11）12）．
　Mizoguchilo）らはMicrodialysis法を用いてL－
threo－DOPS　50　mg／kg（懸濁）をラット腹腔内投与
により実験：を行っているが，線条体内　DA，3，4一
（4）
1995年3月関根：L－threo－Dopsのラット線条体Acetylcholine放出に対する影響一　233　一
Table　1　Changes　in　the　concentrations　of　ACh　and　Ch　in　striatum　after　intraperitoneal　abministra－
　　　　tion　of　DOPS．
o
Time　After　lnjection　（min）
　　60　120 180
ACh
pmol／20　pt　1
Ch
pmol／20　＃1
control
DOPS　10　mg／kg
　　　　50　mg／kg
　　　　100　mg／kg
control
DOPS　10　mg／kg
　　　　50　mg／kg
　　　　100　mg／kg
43．2±20．2
32．9±18．2
37．8　±　18．2
30．2±14．8
7．2±2．5
6．5±2．2
11．2±10．0
7．1±1．7
43．1±21．5
33．8±18．9
30．9±15．6
27．0±9．6
6．9±2．4
6．5±2．5
10．6±9．2
6．8±1．6
44．1±21．2
29．5±21．8
28．7±16．5
20．0±7．6
6．7±2．2
6．4±2．5
11．2±10．6
6．7±2．0
43．4　±　22．2
34．3±19．1
46．4±32．8
32．9±18．5
6．4±2．2
6．4±2．5
9．2±5．2
6．8±2．1
dihydroxyphenylacetic　acid　（DOPAC），
homovanillic　acid（HVA）の濃度はいずれも減少
していたことより，L－threo－DOPSはDAの放出
と代謝を阻害している可能性があると報告してい
る．下山11）らもMicrodialysis法を用いた実験を行
っている演，L－threo－DOPSをラット腹腔内投与
（溶解でなく懸濁にて投与）後，線条体の灌流忌中よ
りL－threo－DOPS自体が検出され脳内へ移行して
いること，またNE及びDAの放出が充点してい
たと報告している．田中，西野ら8）9）13）14）は，ラット
腹腔内投与の実験にてNE及びその代謝産物であ
る3－methoxy　一4一　hydroxyphenylethylene　glycol
（MHPG）の増加を認め，また豚の脳切片を用いた
実験でもNE，　DA，　serotonin系のいずれも活性充
進がみられたことを報告している．臨床上L－threo
－DOPSがパーキンソン病の固縮，振戦，すくみ足以
外の歩行障害などの症状に対しても多少効果が認め
られている15）16）ことなども考え合わせると，L－
threo－DOPSは脳内に移行しNE系に変換，代謝を
充進させる他，DA系にも促進的に作用すると考え
たほうが良いだろう．
　L－threo－DOPSに関して，これらカテコールアミ
ン系における変化をみた成績はいくつかみられる
が，それに比べACh系に関する動態の研究は殆ど
みられない．今回我々は，パーキンソン病において
も重要な線条体ACh系がL－threo－DOPS投与によ
りどのように変化するかを麻酔下ラットにおいて
Microdialysis法を用いて検討した．
　脳内AChニューロンは，前脳の底部に極めて多
数存在しており，また脳幹部にも多くのニューロン
が集まった場所がある．AChニューロンでは
MesulamらによるCh1～Ch6の分類が用いられて
おり，これらのAChニューロン群がらは，いずれ
も長い神経突起が出て脳の他の部分へ投射するが，
それ以外に局所ニューロンと考えられるAChニュ
ーロンが，大脳皮質や新線条体などに広く認められ
る．線条体においては，ACh系は主にDA系に続
く内在性ニューロンとして働いていると考えられて
いる．現在までのところ，DA系ニューロンはACh
系ニューロンに抑制的に働いており，それは主にD2
receptorを介しての作用であるとD1，　D2　receptor
のagonistやantagonistを用いた研究により考え
られていたが，D、　receptorが主にその調節を行っ
ているとの報告もあり明確な結論には達していな
い17）18）19）20）．今回の実験では，腹腔内L－threo－DOPS
投与により約60分後よりACh濃度の減少がみら
れ180分後には元の値まで回復する傾向にあった．
また，NE濃度は60分後では増加，120分後ではさ
らに増加し，その後減少傾向を示すが，180分後でも
なお有意に増加していた．Microdialysis法による
細胞外液中の神経伝達物質の定量は，神経終末から
の神経伝達物質の放出を観察していると言われてい
るので，これらの結果より末梢から投与されたL－
threo－DOPSは，脳内でNEに変換し線条体におい
てNEの放出を促進したと考えられる．また，　ACh
の濃度の減少はL－threo－DOPSがDA系に促進的
に作用した結果DA系に続く内在性ニューロンで
あるACh系を間接的に抑制したのではないかと考
えられる．尚，AChに比べNEの変化が長く持続
したのは両者の神経系の代謝回転の違いに依るので
はないかと考えられる．これは田中，西野ら13）のin
vitroでの研究で，線条体切片に電気刺激を加えたと
（5）
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きにみられるAChのrelease増加がL－threo－
DOPS　投与により阻害されたことより、L－threo－
DOPSはACh系に抑制的に作用しているのではな
いかという報告と一致するものである．また彼らは，
この作用はNE系のα2　receptorのantagonistで
あるYohinbinとDA系のD2　receptorのantago－
nistであるhaloperido1により阻害されたことよ
り，L－threo－DOPSのACh系の対する作用はα2
receptorやD2　receptorを介して直接的又は間接的
に働いているのではないかと結論している．
　今回我々の実験では，L－threo－DOPS投与による
線条体AChの変化をMicrodialysis法を用いて検：
討した．現在までMicrodialysis法を用いin　vivo
において　L－threo－DOPS　投与による線条体内の
ACh濃度変化を経時的に研究したものはなく，著者
らが初めての報告といえる．脳切片のホモジネート
による脳内神経伝達物質含量の測定や，脳切片の電
気刺激による測定法と異なり，Microdialysis法は
in　vivoにおいて1個体につき生理的に近い状態で
長時間神経伝達物質の変化を連続的，経時的に観察
できるという利点があり，脳内ACh系神経の変化
を観察するのには最も適した方法と思われる．そし
て，その結果末梢から投与したL－threo－DOPSは脳
内に移行しNE系を活性化し，直接的又は間接的に
ACh系に対し抑制的に作用することが示唆された．
よってNEの補充療法として並びに抗コリン剤と
しての作用，効果をもつL－threo－DOPSは，パーキ
ンソン病の治療薬として非常に合理的な薬剤といえ
る．今後は，NE，　DA，　ACh系それぞれのagonist
や　antagonistを併用することにより，　L－threo－
Dops　の中枢神経系における作用や動態を　Mi－
crodialysis法にて，より詳細な研究をしていきた
い．
結 語
　Microdialysis法を用いてL－threo－DOPS腹腔内
投与後の線条体におけるNE系及びACh系の変化
について実験をおこなった．
　（1）L－threo－DOPS投与後，線条体細胞外液中の
NE濃度の増加がみられた．
　（2）線条体細胞外液中のACh濃度は減少傾向が
みられた．
　（3）以上より末梢から投与された　L－threo－
DOPSは脳内に移行しNEに変換，放出を充進ずる
（6）
とともに直接的又は間接的にACh系に抑制的に作
用することが示唆された．
　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし
た恩師伊藤久雄教授に心から深く感謝致します．ま
た本研究に御指導，御助力を頂いた内海裕也講師，
御助言，御協力を頂いた野本さい子女史並びに，教
室員各位に厚く感謝の意を表します．
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